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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñòè áèîòåõíîëîãèè ôåðìåíòíûõ ïðåïàðàòîâ, ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàíî äë  î÷èñòêè è ôðàêöèîíèðîâàíè  öåëëþëîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ è êàñàåòñ 
ñïîñîáà ïîëó÷åíè  àôôèííîãî àäñîðáåíòà íà îñíîâå ãèäðîêñèàïàòèòà.

Èçâåñòåí ñïîñîá ïîëó÷åíè  ãèäðîêñèàïàòèòà (ïðîòîòèï), âêëþ÷àþùèé ñòàäèþ ïîëó÷åíè 
áðóøèòà (ÑàÍÐÎ4) ïóòåì ìåäëåííîãî ñëèâàíè  0.5Ì ðàñòâîðîâ CaCl2 è Na2HPO4 (ïî 2
ë), ôèëüòðîâàíèå áðóøèòà, åãî 4-êðàòíóþ ïðîìûâêó òðåì  ëèòðàìè âîäû, îáðàáîòêó
ñóñïåíçèè áðóøèòà â 3 ë âîäû 100 ìë 40%-íîãî NaOH ïðè êèï ÷åíèè â òå÷åíèå 1 ÷àñà
(íàãðåâ 45 ìèí) ïðè ïîñòî ííîì ìåäëåííîì ïåðåìåøèâàíèè, îòäåëåíèå ãèäðîêñèàïàòèòà îò
î÷åíü ìóòíîãî ñóïåðíàòàíòà ôèëüòðîâàíèåì, 4-êðàòíóþ ïðîìûâêó ãèäðîêñèàïàòèòà òðåì 
ëèòðàìè âîäû, 2-êðàòíóþ îáðàáîòêó 0.01Ì ôîñôàòíûì áóôåðîì (ðÍ 6.8) ïðè íàãðåâàíèè äî
100°C è 2-êðàòíóþ îáðàáîòêó 0.001Ì ôîñôàòíûì áóôåðîì (ðÍ 6.8) ïðè êèï ÷åíèè â
òå÷åíèå 15 ìèí (Ñïðàâî÷íèê áèîõèìèêà: Ïåð. ñ àíãë. / Äîñîí Ð., Ýëëèîò Ä., Ýëëèîò Ó.,
Äæîíñ Ê. - Ì.: Ìèð, 1991. - Ñ.463).

Íåäîñòàòêàìè àäñîðáåíòà, ïîëó÷àåìîãî ïî äàííîìó ñïîñîáó,  âë åòñ  íèçêà 
èçáèðàòåëüíîñòü àäñîðáöèè öåëëþëîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ. Ïîýòîìó ïðè
ôðàêöèîíèðîâàíèè ýêçî- è ýíäîãëþêàíàç íà êîëîíêàõ íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü
ñòóïåí÷àòûé èëè ëèíåéíûé ãðàäèåíò êîíöåíòðàöèè áóôåðà, à ïðè ðàçäåëåíèè ýêçî- è
ýíäîãëþêàíàç ñ ïîìîùüþ àäñîðáöèè â îáúåìå - ñòóïåí÷àòóþ ïðîìûâêó àäñîðáåíòà, ÷òî
óñëîæí åò ïðîöåññ ôðàêöèîíèðîâàíè .

Òåõíè÷åñêèé ðåçóëüòàò íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  çàêëþ÷àåòñ  â ïîëó÷åíèè àôôèííîãî
àäñîðáåíòà íà îñíîâå ãèäðîêñèàïàòèòà ñ âûñîêîé èçáèðàòåëüíîñòüþ àäñîðáöèè
ýêçîãëþêàíàç.

Òåõíè÷åñêèé ðåçóëüòàò äîñòèãàåòñ  ïóòåì õèìè÷åñêîãî ïðèñîåäèíåíè  ê ïîâåðõíîñòè
ãèäðîêñèàïàòèòà ñóáñòðàòà öåëëþëîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ, íàïðèìåð íàòðèåâîé ñîëè
êàðáîêñèìåòèëöåëëþëîçû.

Ñïîñîá îñóùåñòâë þò ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ïðîâîä ò ñòàäèþ ïîëó÷åíè  áðóøèòà ïóòåì
ìåäëåííîãî ñëèâàíè  ðàñòâîðîâ CaCl2 è Na2HPO4 àíàëîãè÷íî òîìó, êàê ýòî îïèñàíî â
ïðîòîòèïå. Äë  ïîëó÷åíè  àôôèííîãî àäñîðáåíòà ê ñóñïåíçèè áðóøèòà äîáàâë þò ðàñòâîð
íàòðèåâîé ñîëè êàðáîêñèìåòèëöåëëþëîçû (Na-ÊÌÖ) â ïðîïîðöèè îò 2:1 äî 1:1 ïî ñóõîìó
âåùåñòâó, äîâîä ò ðÍ ñðåäû äî 13.0 ðàñòâîðîì ãèäðîêñèäà íàòðè  è íàãðåâàþò
ðåàêöèîííóþ ñìåñü â êèï ùåé âîä íîé áàíå â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè ïîñòî ííîì ìåäëåííîì
ïåðåìåøèâàíèè.

Äë  ïîëó÷åíè  àôôèííîãî ãèäðîêñèàïàòèòà (àäñîðáåíòà) ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí
êðèñòàëëè÷åñêèé ãèäðîêñèàïàòèò. Â ýòîì ñëó÷àå ïðåäâàðèòåëüíî ïðîâîä ò åãî àêòèâàöèþ
ïóòåì îáðàáîòêè îðòî-ôîñôîðíîé êèñëîòîé ïðè ðÍ ñðåäû îò 4.0 äî 4.5.

Ïðè íàãðåâàíèè áðóøèòà â ñèëüíîùåëî÷íîé ñðåäå â ïðèñóòñòâèè Na-ÊÌÖ ïðîèñõîäèò
îáðàçîâàíèå ãèäðîêñèàïàòèòà, ïðè ýòîì ãèäðîêñèëüíûå ãðóïïû Na-ÊÌÖ âêëþ÷àþòñ  â åãî
êðèñòàëëè÷åñêóþ ðåøåòêó. Ýòî ïðèâîäèò ê ïðèñîåäèíåíèþ Na-ÊÌÖ ê ïîâåðõíîñòè
ãèäðîêñèàïàòèòà. Ïîïåðå÷íà  ñøèâêà ÷àñòèö ãèäðîêñèàïàòèòà ïîëèìåðíûìè öåï ìè Na-
ÊÌÖ ñïîñîáñòâóåò îáðàçîâàíèþ îãðàíè÷åííî íàáóõàþùåãî â âîäå ìàòåðèàëà.

Ïðèìåð 1. Ê 1470.6 ñì3 0.5Ì ðàñòâîðà CaCl2 ìåäëåííî ïðèëèâàþò ïðè ïåðåìåøèâàíèè
1470.6 ñì3 0.5Ì ðàñòâîðà Na2HPO4 (ñòåõèîìåòðè÷åñêèé âûõîä áðóøèòà 100 ã). Áðóøèò
îòôèëüòðîâûâàþò, ïðîâîä ò åãî 4-êðàòíóþ ïðîìûâêó òðåì  ëèòðàìè âîäû è ñóñïåíäèðóþò
â 1.0 äì3 äèñòèëëèðîâàííîé âîäû. Ê ñóñïåíçèè áðóøèòà ïðèëèâàþò 500 ñì3 ðàñòâîðà Na-
ÊÌÖ ñ ìàññîâîé êîíöåíòðàöèåé 100 ã/äì3, ïåðåìåøèâàþò â òå÷åíèå 10 ìèíóò, ïîñëå ÷åãî
äîáàâë þò 40%-íûé ðàñòâîð ãèäðîêñèäà íàòðè  äî óñòàíîâëåíè  ðÍ ñðåäû 13.0. Ñìåñü
ïîìåùàþò â êèï ùóþ âîä íóþ áàíþ è âûäåðæèâàþò â òå÷åíèå 1 ÷àñà äî îñàæäåíè 
öåëåâîãî ïðîäóêòà è ïîëó÷åíè  ïðîçðà÷íîé íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè. Îáðàçîâàâøóþñ 
ìàññó îòäåë þò îò ðàñòâîðà öåíòðèôóãèðîâàíèåì èëè ôèëüòðîâàíèåì, âûñóøèâàþò ïðè
110°C è ðàçìàëûâàþò.

Ïðèìåð 2. Àíàëîãè÷íî ïðèìåðó 1, äîáàâë   ê ñóñïåíçèè áðóøèòà 1000 ñì3 ðàñòâîðà Na-
ÊÌÖ ñ ìàññîâîé êîíöåíòðàöèåé 100 ã/äì3.
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Ïðèìåð 3. Ê ñóñïåíçèè 100 ã ãèäðîêñèàïàòèòà (ôðàêöè  îò 100 äî 250 ìêì) â 1000 ñì3

äèñòèëëèðîâàííîé âîäû ïðèëèâàþò ðàñòâîð îðòîôîñôîðíîé êèñëîòû äî óñòàíîâëåíè  ðÍ
ñðåäû îò 4.0 äî 4.5 è ïåðåìåøèâàþò â òå÷åíèå 10 ìèíóò äë  àêòèâàöèè ãèäðîêñèàïàòèòà.
Äàëåå ïðèëèâàþò 500 ñì ðàñòâîðà Na-ÊÌÖ ñ ìàññîâîé êîíöåíòðàöèåé 100 ã/äì3,
ïåðåìåøèâàþò â òå÷åíèå 10 ìèíóò, ïîñëå ÷åãî äîáàâë þò 40%-íûé ðàñòâîð ãèäðîêñèäà
íàòðè  äî óñòàíîâëåíè  ðÍ ñðåäû 13.0. Ñìåñü ïîìåùàþò â êèï ùóþ âîä íóþ áàíþ è
âûäåðæèâàþò â òå÷åíèå 1 ÷àñà äî îñàæäåíè  öåëåâîãî ïðîäóêòà è ïîëó÷åíè  ïðîçðà÷íîé
íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè. Îáðàçîâàâøóþñ  ìàññó îòäåë þò îò ðàñòâîðà
öåíòðèôóãèðîâàíèåì èëè ôèëüòðîâàíèåì, âûñóøèâàþò ïðè 110°C è ðàçìàëûâàþò.

Ïðèìåð 4. Àíàëîãè÷íî ïðèìåðó 3, äîáàâë   ê ñóñïåíçèè ãèäðîêñèàïàòèòà ïîñëå
àêòèâàöèè 1000 ñì3 ðàñòâîðà Na-ÊÌÖ ñ ìàññîâîé êîíöåíòðàöèåé 100 ã/äì3.

Åìêîñòü àäñîðáåíòîâ ïî ýíäî- è ýêçîãëþêàíàçàì îïðåäåë þò àäñîðáöèåé â îáúåìå. Äë 
ýòîãî ïîðöèþ ðàñòâîðà ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà Öåëëîâèðèäèí Ã20õ ïîñëå äèàôèëüòðàöèè
ïðîòèâ 2000 äì3 0.01Ì àöåòàòíîãî áóôåðà îáðàáàòûâàþò íàâåñêîé àäñîðáåíòà ïðè
ïåðåìåøèâàíèè â òå÷åíèå 30 ìèí è 4°C. Àäñîðáåíò îòôèëüòðîâûâàþò è îïðåäåë þò
àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ â ðàñòâîðàõ. Åìêîñòü àäñîðáåíòîâ ïî ýíäî- è ýêçîãëþêàíàçàì
ðàññ÷èòûâàþò ïî ðàçíîñòè ñóììàðíûõ àêòèâíîñòåé ðàñòâîðîâ äî è ïîñëå îáðàáîòêè.

Åäèíèöà ýíäîãëþêàíàçíîé àêòèâíîñòè ñîîòâåòñòâóåò êîëè÷åñòâó ôåðìåíòà,
ïðèâîä ùåìó ê ñíèæåíèþ îòíîñèòåëüíîé â çêîñòè 0.3%-íîãî ðàñòâîðà Na-ÊÌÖ, ðàâíîìó 1
ìèí-1, ïðè ðÍ 4.5 è 30°C.

Åäèíèöà ýêçîãëþêàíàçíîé àêòèâíîñòè ñîîòâåòñòâóåò êîëè÷åñòâó ôåðìåíòà, ïðèâîä ùåìó
ê ðàñùåïëåíèþ õðîìàòîãðàôè÷åñêîé áóìàãè ñ îáðàçîâàíèåì 1 ìã ãëþêîçû çà 1 ÷àñ ïðè ðÍ
4.5 è 50°C. Õàðàêòåðèñòèêè àäñîðáåíòîâ, ïîëó÷åííûõ ïî ïðèìåðàì 1-4, ïðèâåäåíû â
òàáëèöå 1.

Òàáëèöà 1

Ïðèìåð Âûõîä, % îò ìàññû
àäñîðáåíòà

Íàñûïíà 

ïëîòíîñòü, ã/ñì3
Íàáóõàåìîñòü*,

ñì3/ã

Ôèëüòðóþùèå

ñâîéñòâà**, ìë/ñì2×÷àñ

Åìêîñòü ïî
ýíäîãëþêàíàçå, åä/ã

Åìêîñòü ïî
ýêçîãëþêàíàçå, åä/ã

1. 124.3 0.89 5.85 76.6 - 212.3

2. 142.3 0.9 9.78 62.7 - 238.0

3. 117.3 0.77 8.67 47.5 - 243.8

4. 133.7 0.78 12.97 44.0 - 271.5

ïðîòîòèï - 0.77 1.43 5.6 4432.0 206.3

* - â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå ïðè ðÍ 6.0;

** - ñêîðîñòü ñâîáîäíîãî èñòå÷åíè  0.01Ì àöåòàòíîãî áóôåðà ðÍ 4.7 ÷åðåç ñëîé àäñîðáåíòà ïëîùàäüþ 1 ñì2 è âûñîòîé 1 ñì (ìë/ñì2×÷àñ).

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  àôôèííîãî àäñîðáåíòà äë  ôðàêöèîíèðîâàíè  öåëëþëîëèòè÷åñêèõ

ôåðìåíòîâ, ïðåäóñìàòðèâàþùèé ïîëó÷åíèå áðóøèòà èç êàëüöè  õëîðèäà, ïóòåì îáðàáîòêè
åãî ãèäðîôîñôàòîì íàòðè , ôèëüòðîâàíèå áðóøèòà, åãî 4-êðàòíóþ ïðîìûâêó âîäîé è
ñóñïåíäèðîâàíèå â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ñóñïåíçèþ áðóøèòà
îáðàáàòûâàþò ðàñòâîðîì Na-ÊÌÖ ïðè ìàññîâîì ñîîòíîøåíèè îò 2:1 äî 1:1, ïåðåìåøèâàþò
â òå÷åíèå 10 ìèí, ïîñëå ÷åãî äîáàâë þò 40%-íûé ðàñòâîð ãèäðîêñèäà íàòðè  äî
óñòàíîâëåíè  ðÍ 13, ñ ïîñëåäóþùèì êèï ÷åíèåì ñìåñè â òå÷åíèå 1 ÷ äî îñàæäåíè 
öåëåâîãî ïðîäóêòà, îòäåëåíèåì åãî è âûñóøèâàíèåì.

2. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  àôôèííîãî àäñîðáåíòà äë  ôðàêöèîíèðîâàíè  öåëëþëîëèòè÷åñêèõ
ôåðìåíòîâ, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî êðèñòàëëè÷åñêèé ãèäðîêñèàïàòèò ñóñïåíäèðóþò â
äèñòèëëèðîâàííîé âîäå, àêòèâèðóþò ðàñòâîðîì îðòîôîñôîðíîé êèñëîòû ïðè ðÍ îò 4,0 äî
4,5, ïåðåìåøèâàþò â òå÷åíèå 10 ìèí, îáðàáàòûâàþò ðàñòâîðîì Na-ÊÌÖ ïðè ìàññîâîì
ñîîòíîøåíèè 2:1 äî 1:1, ïåðåìåøèâàþò â òå÷åíèå 10 ìèí, ïîñëå ÷åãî äîáàâë þò 40%-íûé
ðàñòâîð ãèäðîêñèäà íàòðè  äî óñòàíîâëåíè  ðÍ 13, ñ ïîñëåäóþùèì êèï ÷åíèåì ñìåñè â
òå÷åíèå 1 ÷ äî îñàæäåíè  öåëåâîãî ïðîäóêòà, îòäåëåíèåì åãî è âûñóøèâàíèåì.

Ñòðàíèöà: 4
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